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Straipsnyje nagrinėjamos inhibitorių karvių piene nustatymo metodų parinkimo ir identifikavimo 
problemos. 
Palyginti Lietuvos rinkoje siūlomi nauji testai inhibitoriams žaliame piene nustatyti: mikrobiologiniai, 
atitinkantys Europos Komisijos sprendimą (91/180/EEB) su Bacillus stearothermophilus var. calidolactis 
kultūros sporomis, – LPT, MaI-1, Copan, mikrobiologinis su Streptococcus thermophilus kultūra − Valio 
T 101, fermentinis − Penzym S bei imuninio/receptorių tyrimo (β-STAR, SNAP, ROSA) testai. LPT, MaI-1 ir 
Copan testai buvo jautrūs visų ištirtų Europoje reglamentuojamų β-laktaminį žiedą turinčių antibiotikų 
didžiausiems leistiniems kiekiams (DLK), o Valio T 101 ir spartieji testai (Penzym , β-STAR, SNAP, ROSA) − 
tik β-laktaminį žiedą turinčių 2–4 antibiotikų DLK. Visi mikrobiologiniai testai buvo jautrūs toms pačioms 
plovimo ir dezinfekavimo medžiagoms − TAAB-1, TAAB-2 ir PESETTI ANTIBACT (atitinkamai 0,2; 1,0 ir 
1,0 % koncentracijoms). Nustatyta, kad iš mikrobiologinių testų patogiausias yra Copan testas, o iš 
fermentinių ir imuninio/receptorių tyrimo testų sparčiausias ir patogiausias − β-STAR testas. Spartieji testai, 
nors ir skirti tik β-laktaminį žiedą turinčių antibiotikų likučiams nustatyti, gali būti sėkmingai taikomi pienui 
rūšiuoti perdirbimo įmonėse, nes 86,2 % Lietuvos karvių pieno „teigiamų“ mėginių turi penicilino grupės 
antibiotikų. 
Siekiant visiško Europos Komisijos sprendime 91/180/EEB nurodyto metodo įgyvendinimo, pasiūlyta 
parinkti ir įteisinti metodus inhibitoriams identifikuoti. 
Raktažodžiai: inhibitoriai, pienas, mikrobiologiniai metodai, fermentinis metodas, imuninio/receptorių 
tyrimo metodas, penicilinas. 
 
 
Įvadas 
Inhibitoriais laikomos medžiagos, slopinančios 
mikroorganizmų augimą. Jos esti dvejopos kilmės: 
mikrobinės – antibiotikai; cheminės – veterinariniai 
preparatai (pvz., sulfa vaistai), plovikliai, 
dezinfekavimo medžiagos; vandenilio peroksidas ir 
kt. Literatūros šaltiniuose šios medžiagos vadinamos 
įvairiai – antimikrobinėmis, antibakterinėmis, 
inhibitoriais. Antibiotikai sudaro tik dalį šių 
medžiagų. Pastaraisiais dešimtmečiais dėl 
padidėjusio alerginių ligų skaičiaus pasaulyje 
reikalavimai antibakterinių medžiagų nustatymo 
metodams tapo griežtesni. Didžiausius leistinus 
antibakterinių medžiagų likučių kiekius (DLK) 
gyvūniniuose maisto produktuose nustato Europos 
Tarybos Reglamentas (EEB) Nr. 2377/90 [1]. 
Inhibitorinių medžiagų likučių problema aktuali 
daugelyje pasaulio šalių. Lenkijoje 1990–1993 m. 
buvo randama 13,1–22,4 % inhibitorių likučiais 
užteršto žalio pieno [2]. Nuo 1996 m. pieno 
užterštumas inhibitoriais pradėjo mažėti [3]. Kinijoje 
ištyrus 1109 žalio pieno mėginius, rasti 229 
„teigiami“ mėginiai (21 %) [4]. Po identifikavimo 
165 mėginiuose (14,9 %) rasta penicilino G likučių. 
Vokietijoje 1995 m. rasta 2,03 % inhibitoriais 
užterštų pieno mėginių. Nauji tyrimai rodo, kad iš 
19518 pieno mėginių inhibitorių likučių rasta 88 
(0,45 %) pieno mėginių. Identifikavus „teigiamus“ 
mėginius, net 98,1 % sudarė β-laktamų likučiais 
užteršti mėginiai [5]. Lietuvoje karvių piene 
pastaraisiais metais inhibitorių likučių randama 0,3–
1,0 % mėginių (VĮ Pieno tyrimai duomenimis). 
Paprastai dažniau „teigiamų“ mėginių randama 
vasaros laikotarpiu.  
 Inhibitoriams piene nustatyti taikomi tokie 
metodai: mikrobiologiniai, fermentiniai, 
imuninio/receptorių tyrimo bei fizikiniai cheminiai 
metodai. Metodai, skirti DLK nustatyti, turi būti 
nebrangūs, patogūs vartoti ir skirti plačiam 
antibakterinių medžiagų spektrui. Atsižvelgiant į 
pieno perdirbėjų reikalavimus, jau praėjusiais 
dešimtmečiais buvo kuriami spartieji testai, kuriuos 
taikant rezultatai paaiškėja per 10−20 minučių. Šie 
metodai nesudėtingi ir pakankamai jautrūs. Poreikis 
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sutrumpinti tyrimo laiką paspartino fermentinių, 
imuninio/receptorių tyrimo metodų vystymąsi, kurie 
iš esmės yra žinomo ELISA metodo analogai. Šio 
metodo esmė ta, kad atitinkama antibakterinių 
medžiagų grupė yra apsupama nejudrių antikūnių 
arba mikrobinės ląstelės tipo platesnio spektro 
receptoriumi. Daugelio metodų veikimas pagrįstas 
konkurenciniu principu, kai antibakterinė medžiaga 
mėginyje varžosi su standartine antibakterine 
medžiaga dėl imuninio receptoriaus.  
 Imuninio/receptorių tyrimo metodai gali būti 
kiekybiniai, tačiau paprastai jie naudojami kaip 
kokybiniai. Jie yra daug brangesni negu 
mikrobiologiniai antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo metodai ir nustato tas medžiagas, kurios 
imunologiškai reaguoja su imobilizuotu 
receptoriumi. 
 Daugelis testų, skirtų antibakterinių medžiagų 
likučiams aptikti, sukurti remiantis antikūnių 
jautrumu ir specifiškumu. Didelis specifiškumas 
reiškia tai, kad dažnai aptinkamas ribotas 
antibakterinių medžiagų grupių skaičius. Daug kartų 
buvo mėginta išskirti specifinę antikūnių grupę 
aktyviai β-laktaminei struktūrai, tačiau nepavyko, – 
dažniausiai antikūniais aptinkamos ir aktyvios, ir 
neaktyvios β-laktaminės formos. Yra pranešimų apie 
penicilinams specifiškų antikūnių sukūrimą ir 
gamybą, tačiau jie nerodo jokios kryžminės reakcijos 
cefalosporinams [6–9]. 
 Kitas alternatyvus β-laktaminės struktūros grupių 
radimo būdas yra receptorių baltymų panaudojimas. 
Kai kuriuose taikomuose sparčiuose komerciniuose 
testuose, tokiuose kaip, pavyzdžiui, Penzym, β-
STAR, SNAP, sėkmingai panaudoti β-laktamams 
specifiniai receptorių baltymai arba penicilinus 
sujungiantys baltymai. Šie bakterijose rasti baltymai 
dažniausiai susikaupia bakterijų membranose [10]. 
Penicilinams jautrios bakterijos turi skirtingą 
penicilinus sujungiančių baltymų kiekį [11], kuris 
gali būti padalintas į dvi grupes: didelės molekulinės 
masės ir mažos molekulinės masės [10, 12]. Šie 
baltymai toliau skirstomi į pogrupius, remiantis juos 
sudarančių aminorūgščių seka [13].  
 Šiuo metu yra labai didelė įvairiausių 
antibakterinių medžiagų likučių piene nustatymo 
metodų pasiūla, todėl pieno perdirbėjams kyla 
klausimas, kuriuos metodus taikyti būtų 
patikimiausia ir tikslingiausia. ES reglamentuojamų 
antibakterinių preparatų DLK sąrašas vis labiau 
plečiamas. Pieno tiekėjai turi garantuoti, kad jų 
pristatomas pienas neužterštas nei vienos iš 
reglamentuojamų antibakterinių medžiagų likučiais 
arba jie neviršija DLK ribų. Tačiau daugelis siūlomų 
metodų negali garantuoti visų šių medžiagų 
nustatymo normų. Nors dažniausiai veterinarijos 
praktikoje yra naudojamos β-laktaminės grupės 
antibakterinės medžiagos, gali būti aptinkami taip 
pat sulfonamidai, tetraciklinai ir kitos medžiagos. 
Mikrobiologiniai antibakterinių medžiagų likučių 
nustatymo metodai skirti plačiam medžiagų spektrui, 
todėl be β-laktaminį žiedą turinčių antibiotikų jais 
galima nustatyti ir kitas medžiagas. Tačiau jais gali 
būti neteisingai teigiamai įvertinami mėginiai, 
kuriuose yra natūralių antibakterinių medžiagų − 
laktoferino, lizocimo − arba plovimo ir 
dezinfekavimo medžiagų likučių. Daugeliu 
imuninio/receptorių tyrimo metodų yra nustatoma    
β-laktaminė grupė, tačiau yra bent du komerciniai 
metodai, kuriais nustatomas penicilinas, bet 
nerandama cefalasporino. Nors yra gaminami 
imuninio/receptorių tyrimo testai sulfonamidams ir 
tetraciklinui nustatyti, jie turi būti taikomi tyrimams 
atskirai, o tai yra nepatogu ir brangu. 
Lietuvos rinkoje siūlomi testai inhibitoriams 
žaliame piene nustatyti: mikrobiologiniai, 
atitinkantys pamatinį ES metodą (pagal 91/180/EEB) 
[14] su Bacillus stearothermophilus var. calidolactis 
kultūros sporomis: Delvotest SP, Copan, MaI-1 
(sukurtas ir gaminamas KTU MI), LPT (gaminamas 
ir naudojamas tik VĮ Pieno tyrimai); su 
Streptococcus thermophilus kultūra Valio T 101 ir 
spartieji – fermentinis − Penzym S bei 
imuninio/receptorių tyrimo (β -STAR, SNAP, ROSA) 
testai. 
Darbo tikslas − pateikti galimą inhibitorių 
nustatymo žaliame piene problemų sprendimą 
Lietuvoje, įvertinti naujus metodus inhibitoriams 
piene nustatyti lyginant su EEB pamatiniu metodu. 
 
Tyrimų metodai  
Darbas atliktas Kauno technologijos universiteto 
Maisto instituto Mikrobiologijos laboratorijoje. 
Tyrimo objektai – žalias pienas su inhibitorių 
(antibiotikų, plovimo ir dezinfekavimo medžiagų) 
priedais; 65 „teigiami“ žalio pieno mėginiai, atrinkti 
penkiose pieno perdirbimo įmonėse. 
Antibiotikų bei plovimo ir dezinfekavimo 
medžiagų tirpalai buvo ruošiami: pirmieji skiediniai 
– steriliame vandenyje (išskyrus oksitetraciklino − 
fosfatiniame buferyje pH 4,5 ir eritromicino − 20 % 
etanolio tirpale), pora paskutiniųjų skiedinių – 
nugriebtame piene, regeneruotame iš sauso pieno be 
inhibitorių (Merck firmos, kat. Nr. 1.15363).  
 Buvo vertinamas pasirinktų testų (LPT∗, MaI-1∗∗, 
Copan, Valio T 101, Penzym S, β-STAR, SNAP, 
ROSA testų) jautrumo atitikimas ES 
reglamentuojamiems veterinarinių preparatų DLK 
 
∗ VĮ „Pieno tyrimai” gaminamas plokštelių tipo (96 vnt.) 
preparatas pagal ĮST 3381629-01:2000, atitinkantis [10]. 
∗∗ KTU MI gaminamas kiuvečių tipo preparatas (pavieniams 
mėginiams tirti) pagal ĮST 1195612-102:2001, atitinkantis [10]. 
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[1]. Delvotest SP yra dažniausiai Europoje taikomas 
metodas. Jau anksčiau esame nustatę [15], jog LPT, 
MaI-1 ir Delvotesto SP tyrimų rezultatai sutapo 
100 %, todėl ekonominiais sumetimais kontroliniais 
pasirinkti LPT ir MaI-1 testai. Testai inhibitoriams 
piene nustatyti buvo taikomi pagal gamintojų 
instrukcijas. 
Pirmame tyrimų etape metodai buvo palyginti 
naudojant etaloninius antibiotikų tirpalus ir plovimo 
bei dezinfekavimo medžiagų tirpalus, antrajame – 
žalio pieno „teigiamus“ mėginius, atrinktus pieno 
perdirbimo įmonėse Delvo-X-PRESS (DSM, 
Nyderlandai) metodu. 
Kokybiniam dviejų testų palyginimui buvo 
taikomas MacNemars testas [16].  
 
Rezultatai ir jų aptarimas 
 Visų preparatų ir testų jautrumas buvo patikrintas 
vartojant pieną su Tarybos reglamente (EEB) 
Nr. 2377/90 [1] nurodytais antibakterinių medžiagų 
DLK (1 lentelė). 
  
 
1 lentelė. Preparatų jautrumas ES reglamentuojamų antibakterinių medžiagų didžiausiems leidžiamiems 
kiekiams 
Inhibitorinių medžiagų DLK (angl. MRLs), µg/ml, pagal (EEB) Nr. 2377/90 
β-laktaminį žiedą turintys antibiotikai 
penicili- 
nas G 
amoksici-
linas 
ampici- 
linas 
oksaci- 
linas 
oksitetra-
ciklinas
sulfame-
tazinas 
eritro- 
micinas 
neomi- 
cinas 
strepto-
micinas 
trimeto- 
primas 
Testas 
0,004 0,004 0,004 0,03 0,1 0,1 0,04 1,5 0,2 0,05 
LPT 
(kontrolė) + + + + + + + + + + 
MaI-1 
(kontrolė) + + + + + + + + + + 
Copan + + + + − − − ± − − 
Valio 
T 101 + + − − − − − − − − 
Penzym S + + + − − − − − − − 
β-STAR + + + – − − − − − − 
SNAP + + + ± − − − − − − 
ROSA + + + + − − − − − − 
+ rasta inhibitorių; – nerasta inhibitorių; ± rezultatas neaiškus 
 
 
 
Fermose bei pieno perdirbimo įmonėse yra 
naudojamos plovimo ir dezinfekavimo priemonės, 
kurių likučių gali pakliūti į pieną. Tyrimams  
naudotos tokios plovimo ir dezinfekavimo 
priemonės: TAAB-1; TAAB-2; F18 AIROL, 
IPA 300, PESETTI ANTIBACT. TAAB-1 ir   
TAAB-2 sudėtyje yra 2-n, n-alkilo dimetiloamonio 
druskų ir n-alkilotrimetilo druskų, oksimetileninių 
amonio oksidų bei guanidino antrinių junginių. Į  
F18 AIROL sudėtį įeina peroksiacto rūgštis, 
vandenilio peroksidas, sintetiniai tenzidai. 
Dezinfekuojančio tirpalo IPA-300 pagrindinė 
medžiaga − 2-propanolis, PESETTI ANTIBACT 
sudėtyje yra katijoninių paviršiaus aktyviųjų 
medžiagų, nejoninių paviršiaus aktyviųjų medžiagų, 
nitriloacto rūgšties natrio druskų. Pagaminti tokie 
plovimo ir dezinfekavimo priemonių steriliame piene 
be inhibitorių tirpalai: TAAB-1 – 0,2 %; TAAB-2 – 
1,0 %; F18 Airol – 1,0 %, IPA-300 – 0,6 %, 
PESETTI ANTIBACT – 1,0 % ir 5,0 %. 
Koncentracijos pasirinktos pagal gamintojų 
rekomendacijas įvairiems paviršiams, vamzdynui, 
cisternoms ir įrengimams dezinfekuoti.  
Ištirtas preparatų jautrumas šiems tirpalams 
(2 lentelė).  
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2 lentelė. Preparatų jautrumas plovimo ir dezinfekavimo priemonių tirpalams 
Plovimo ir dezinfekavimo priemonės koncentracija, proc. 
TAAB-1 TAAB-2 F18 Airol IPA 300 PESETTI ANTIBACT 
PESETTI 
ANTIBACT 
Testas 
0,2 1,0 1,0 0,6 1,0 5,0 
LPT + + − − + + 
MaI-1 + + − − + + 
Copan ± ± − − + + 
Valio T 101 + + − − + + 
Penzym S − + −*1 − − − 
β-STAR − − −*2 − − − 
SNAP − ± −*3 − ± ± 
ROSA test − − −*2 − − + 
+ rasta inhibitorių; – nerasta inhibitorių; ± rezultatas neaiškus; 
* testo atsakymas neįvertinamas: 1 testo spalva po inkubavimo neatitinka skalėje nurodytų spalvų; 2 išnyko 
abi juostelės (kontrolinė ir testo); 3 supylus pieno mėginį su konjugatu į SNAP prietaiso mėginio 
duobutę, jis neslinko per rezultatų laukelį iki mėlyno aktyvacijos apskritimo. 
 
 
 
 Visi mikrobiologiniai testai buvo jautrūs 0,2 % 
TAAB-1, 1,0 % TAAB-2 ir 1,0 % PESETTI 
ANTIBACT ir Penzym S − 1,0 % TAAB-2. 
Fermentinio ir imuninio/receptorių tyrimo metodo 
reakcija labai skyrėsi nuo reakcijos antibiotikų piene 
radimo atveju − Penzym S preparato spalva neatitiko 
nė vienos spalvos, pateiktos gamintojo instrukcijos 
skalėje, o β-STAR ir ROSA testo kontrolinė ir 
bandomoji juostelės išnyko, SNAP testo rezultatų 
buvo neįmanoma įvertinti, nes supylus pieno mėginį 
su konjugatu į SNAP prietaiso mėginio duobutę, jis 
neslinko per rezultatų laukelį iki mėlyno aktyvacijos 
apskritimo. 
 Toliau testai buvo lyginami naudojant 
„teigiamus“ pieno mėginius (pieną su inhibitoriais). 
Buvo ištirti 65 žalio pieno mėginiai, atrinkti įvairiose 
Lietuvos pieno perdirbimo įmonėse. Pieno mėginiai 
iki tyrimo buvo laikomi sušaldyti minus 18 °C 
temperatūros vandens vonelėje. Sušaldyti mėginiai 
prieš tyrimą buvo atšildomi 20 °C temperatūroje. 
Prieš tyrimą Valio T 101 testu mėginiai buvo 
kaitinami 5 min (92±2) °C temperatūroje. Pieno 
mėginių tyrimai pateikti 3 lentelėje. Daugelis įmonių 
pieno mėginiams su inhibitoriais atrinkti taikė 
Delvo-X-PRESS metodą, todėl lentelėje pateikiami ir 
šio testo duomenys.  
 
 
 
3 lentelė. Testų palyginimas naudojant „teigiamus“ pieno mėginius 
Nr. Delvo-  X-PRESS LPT MaI-1 Copan 
Valio 
T 101 
Penzym 
S β-STAR SNAP ROSA  
1–30 + + + + + + + + + 
31–48 + + + + − + + + + 
49–50 + − − − − + − − − 
51–56 + + + + − + − + + 
57–60 + − − ± − ± − − − 
61 + ± ± + − + − ± ± 
62 + + + + − + − − − 
63–64 + ± ± ± − + − ± ± 
65 + + + + − + + + − 
+ rasta inhibitorių; – nerasta inhibitorių; ± rezultatas neaiškus. 
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Žalio pieno tyrimai skirtingais testais parodė, 
kad Delvo-X-PRESS metodu atrinkti „teigiami“ 
mėginiai buvo patvirtinti ir kitais metodais. 
Labiausiai sutapo LPT, MaI-1 ir Copan testų 
duomenys, mažiausiai „teigiamų“ mėginių buvo 
patvirtinta Valio T 101 testu, nes šiame teste 
naudojama S. thermophilus kultūra, todėl jis yra 
mažiau jautrus penicilino grupės antibiotikams. 
Imuninio/receptorių tyrimo metodais taip pat buvo 
patvirtinta mažiau „teigiamų“ mėginių, kadangi šie 
metodai yra jautrūs tik penicilino grupės 
antibiotikams, ir pieno mėginiai, kuriuose galėjo būti 
kitų antibakterinių medžiagų likučių, šiais testais 
buvo įvertinti kaip „neigiami“. 
 Kokybinis testų palyginimas parodė, kad nėra 
skirtumų tarp MaI-1 – Copan testų (analogų), tačiau 
nustatyti skirtumai tarp MaI-1 – Valio T 101, MaI-1 
– Penzym S, MaI-1 – β-STAR, MaI-1 – ROSA testų. 
Tai galima paaiškinti tuo, kad pieno mėginiuose 
galėjo būti kitų inhibitorių, ne tik β-laktamų, ir dėl 
šios priežasties fermentinis ir imuninio/receptorių 
tyrimo metodais nebuvo įmanoma nustatyti šių 
medžiagų. Nebuvo nustatyta skirtumų tarp MaI-1 – 
SNAP. Gal būt, SNAP testai aptinka platesnį 
inhibitorių spektrą kaip kiti imuninio/receptorių 
tyrimo testai. 
 Visus tirtus testus galima įsigyti Lietuvoje 
(išskyrus LPT testą, gaminamą ir taikomą VĮ Pieno 
tyrimai). Tinkamiausių testų parinkimas turi remtis 
dažniausiai žaliame piene aptinkamų inhibitorių 
grupių tyrimo rezultatais. Tokie tyrimai buvo atlikti 
2003 m. [17]. Nustatyta, kad penicilinų grupės 
antibiotikų randama 86,2 % mėginių nuo bendro 
„teigiamų“ mėginių skaičiaus. Kitų grupių 
inhibitorių buvo rasta žymiai mažiau. Taigi, spartieji 
fermentiniai ir imuninio/receptorių tyrimo testai gali 
būti sėkmingai taikomi pieno perdirbimo įmonėse 
pienui rūšiuoti. 
 Testų palyginimas pagal jų naudojimo būdą 
pateiktas 4 lentelėje. 
 
 
 
4 lentelė. Testų palyginimas pagal atlikimo būdą 
Testas Inkubavimo temperatūra, °C 
Inkubavimo 
trukmė Pastabos 
LPT 63,5±0,5  4 h 15 min–4 h 30 min 
Viena LPT plokštelė skirta 96 mėginiams tirti. Tyrimas 
užtrunka ilgai, tačiau preparatas jautrus daugeliui 
inhibitorinių medžiagų grupių. Trumpas preparato galiojimo 
laikas – ne ilgiau kaip 5 paros nuo pagaminimo datos 
MaI-1 63,5±0,5 4 h 15 min–4  h 30 min 
Tinka tirti pavieniams mėginiams. 
Tyrimas užtrunka ilgai, tačiau preparatas jautrus daugeliui 
inhibitorinių medžiagų grupių 
Copan 64,5±0,5 3 h Rodo įvairių inhibitorinių medžiagų grupes, tačiau mažiau grupių už preparatus LPT ir MaI-1. Patogu atlikti ir vertinti 
Valio 
T 101 42±1 4 h 30 min 
Reikalinga papildoma operacija – prieš tyrimą pieną reikia 
kaitinti 5 min (92±2) °C temperatūroje 
Penzym S 47±0,5 25 min 
Metodas nepatogus didesniam mėginių skaičiui tirti (>10). 
Reagentas Nr. 1 yra bespalvis, todėl 10 µl šio reagento 
supylus į Ependorfo mėgintuvėlį, nelabai matyti, ar jo įpilta, 
ar ne. Ilgai trunka reagento Nr. 2 tablečių sudėjimas į 
kiuvetes. Įvertinti reikia per 15 s, o tiriant didesnį mėginių 
kiekį tai padaryti gana sunku 
β-STAR 47±0,5 6 min Labai lengva įvertinti rezultatus. Atmetus pasiruošimą tyrimas su šiuo testu trunka trumpiausiai 
SNAP 45±5 10 min 
Svarbu nepraleisti momento, kada reikia nuspausti testo 
aktyvatorių. Patogu tirti nedidelį mėginių skaičių 2–4.  
Dažnai labai sunku įvertinti, nes vienodas kontrolinės ir 
mėginio dėmės ryškumas 
ROSA 
test 56±1 8 min 
Neturint prietaiso ROSA Reader (su juo vertinti testą labai 
patogu), kartais gali būti neaišku, kuri juostelė (testo ar 
kontrolės) yra ryškesnė 
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Testų palyginimas pagal atlikimo būdą parodė, 
kad Copan testo vartojimo būdas paprastas, 
rezultatus lengva įvertinti, testo vartojimo trukmė 
ilga ir jis jautrus daugeliui ištirtų inhibitorių. β-STAR 
testas yra greičiausias iš imuninio/receptorių tyrimo 
testų, jį lengviausia atlikti ir vertinti rezultatus. 
ROSA testas panašus į β-STAR testą, tačiau ROSA 
Reader prietaiso naudojimas padidina tikimybę 
teisingai įvertinti ROSA testu gautą rezultatą. 
Minėti mikrobiologiniai ir fermentiniai bei 
imuninio/receptorių tyrimo metodai yra įtraukti į 
„Mikrobiologinės kontrolės instrukciją pieno 
perdirbimo įmonėms“ [18], kuri nurodyta Žemės 
ūkio ministro įsakyme [19]. 
Lietuvoje žalias pienas rūšiuojamas kol kas tik 
pagal pirmąją pamatinio ES metodo dalį, t. y., tik 
kokybiniu metodu: neidentifikuojamos rastos 
inhibitorinės medžiagos, nenustatomas jų kiekis. 
Įgyvendinant 1991 m. vasario 14 d. Europos 
Komisijos sprendimą (91/180/EEB), būtina parinkti 
ir įteisinti metodus inhibitoriams identifikuoti. 
Kita problema, susijusi su inhibitoriais karvių 
piene, yra chloramfenikolio likučių aptikimas. Šis 
antibiotikas yra uždraustas ES, jo likučių neturi būti. 
Nors mikrobiologiniai metodai yra pakankamai 
plataus spektro, jie nepakankamai jautrūs šio 
antibiotiko atžvilgiu. Jautriausiu chloramfenikoliui 
metodu – Valio T 101 – galima aptikti apie 0,5-
1,0 µg/ml, o Delvotest SP ir kitais ES pamatinio 
metodo analogais – 10–15 µg/ml. Išeitis yra 
jautresnių imuninio/receptorių tyrimo metodų 
taikymas. VĮ Pieno tyrimai ELISA metodu 
aptinkama chloramfenikolio koncentracija yra 
0,05 µg/kg žalio pieno. Tokiu jautrumu atrinktų 
„teigiamų“ mėginių 90 % patvirtinama 
chromatografiniu metodu Nacionalinėje veterinarijos 
laboratorijoje. Būtina ieškoti naujų tikslių ir 
nebrangių metodų chloramfenikolio likučiams piene 
nustatyti. 
 
Išvados  
1. Išnagrinėtos inhibitorių karvių piene nustatymo 
– metodų parinkimo bei jų identifikavimo – 
problemos. 
2. Nustatyta, kad mikrobiologiniai testai su 
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis 
C 953 kultūros sporomis (ES Direktyvos metodo 
analogai) − LPT, MaI-1 ir Copan testai – buvo 
jautrūs visų ištirtų β-laktamų didžiausiems 
leistiniems kiekiams. Valio T 101 buvo jautrus 
tik penicilino G ir amoksicilino DLK. Visi 
mikrobiologiniai testai buvo jautrūs toms 
pačioms plovimo ir dezinfekavimo medžiagoms 
− TAAB-1, TAAB-2 ir PESETTI ANTIBACT 
(atitinkamai 0,2; 1,0 ir 1,0 % koncentracijoms). 
Fermentiniu ar imuninio/receptorių tyrimo 
testais daugeliu atvejų plovimo ir dezinfekavimo 
medžiagų likučių nebuvo galima įvertinti dėl 
nebūdingos spalvos.  
3. „Teigiamų“ žalio pieno mėginių tyrimas parodė, 
kad nebuvo skirtumo tarp mikrobiologinių testų 
− ES metodo analogų, − tačiau nustatyti 
skirtumai tarp mikrobiologinių ir fermentinio ir 
imuninio/receptorių tyrimo testų. Tikriausiai, 
pieno mėginiuose buvo kitokių inhibitorių, ne tik 
β-laktamų. 
4. Testų palyginimas pagal jų taikymo būdą parodė, 
kad Copan testo taikymo būdas paprastas, 
rezultatus lengva įvertinti, testo vartojimo 
trukmė ilga ir jis jautrus β-laktamams. β-STAR 
testas yra greičiausias iš imuninio/receptorių 
tyrimo testų, jį lengviausia atlikti ir vertinti 
rezultatus. ROSA testas panašus į β-STAR testą, 
tačiau kartu pageidautina naudoti ROSA Reader 
prietaisą, kuris palengvina rezultatų vertinimą. 
5. Nustatyta, kad būtina parinkti ir įteisinti metodus 
inhibitoriams žaliame karvių piene identifikuoti, 
kadangi iki šiol Lietuvoje žalias pienas 
rūšiuojamas taikant tik kokybinį metodą.  
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J. Šalomskienė, R. Žvirdauskienė  
PROBLEMS IN DETERMINING RESIDUES OF 
INHIBITORS IN RAW COWS’ MILK 
 
Summary 
 The problems of determining residues of inhibitors in 
raw milk, i. e. selection of methods and identification are 
discussed in the paper. 
LPT, MaI-1, Copan, Valio T 101, Penzym S, β-STAR, 
SNAP and ROSA tests for determining inhibitors in raw 
cows’ milk were evaluated. The objects of investigation − 
milk with selected concentrations of inhibitory substances 
(antibiotics, detergents, etc.) and “positive” samples (i. e. 
containing inhibitors) of raw milk.  
 LPT, MaI-1 and Copan tests were sensitive to all      
β-lactams at EU Maximum Residue Limits (MRLs), the 
other tests (Valio T 101, Penzym S, β-STAR, SNAP and 
ROSA), to 2–4 of β-lactams investigated. All microbial 
tests were sensitive to the same detergents: TAAB-1, 
TAAB-2 and PESETTI ANTIBACT (0.2; 1.0 and 1.0 %, 
resp). The occurrence of inhibitors could not be evaluated 
by enzymatic and immuno/receptor tests in many cases 
because of abnormalities in colours or testing procedure. 
The results of investigating “positive” raw milk samples 
showed that there were no differences between MaI-I – 
Copan tests. Differences were found, though, between 
MaI-1 − Valio T 101, MaI-1 − Penzym S, MaI-1 −  
β-STAR and MaI-1 − ROSA tests. The comparison of the 
tests according to the method of use showed that the 
Copan test was simple to use and interpret, had a long 
shelf life and was sensitive to many groups of investigated 
inhibitors. β-STAR was the most rapid and easy to read the 
result from the immuno/receptor tests. Since the 
penicillins were determined to be the main group of 
inhibitors found in raw cows’ milk in Lithuania (86.2 % 
of the “positive” samples), the rapid tests for β-lactams 
can be successfully used for screening milk at the milk 
processing plants. 
 A proposition concerning selection and validation of 
methods for identification of inhibitors realizing the 
Commission Decision of 91/180 EEC was made.  
Keywords: inhibitors, milk, microbiological 
methods, enzymatic method, immuno/receptor tests, 
penicillin. 
 
 
Й. Шаломскене, Р. Жвирдаускене  
ПРОБЛЕМЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ИНГИБИТОРОВ  
В КОРОВЬЕМ МОЛОКЕ 
 
Резюме 
 Обсуждаются проблемы определения остатков 
ингибиторов в коровьем молоке – подбор методов и 
идентификация ингибиторов. 
Проведены исследования сравнительной оценки 
новых тестов для определения ингибирующих 
веществ в сыром молоке: микробиологических, 
соответствующих Решению Европейской Комиссии 
(91/180/EEB), − LPT, MaI-1, Copan; микробиоло-
гического со Streptococcus thermophilus − Valio T 101; 
ферментaтивного − Penzym S и иммунно-
ферментативных − β-STAR, SNAP и ROSA. 
Установлено, что тесты LPT, MaI-1 и Copan были 
чувствительны ко всем исследованным β-лактамам, 
максимальные допустимые количества которых 
указаны в Регламенте (EEС) № 2377/90, а тесты Valio 
T 101, Penzym S, β-STAR, SNAP и ROSA − только к 2–4 
β-лактамам. Все микробиологические методы были 
чувствительны к тем же моющим и 
дезинфицирующим веществам − TAAB-1, TAAB-2 и 
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PESETTI ANTIBACT (соответственно к 0,2; 1,0 и 
1,0 %-ным концентрациям).  
Copan-тест был чувствительным ко многим 
группам исследованных ингибиторов, оказался самым 
удобным для использования и имеющим долгий срок 
хранения (12 месяцев). β-STAR оказался самым 
быстрым и удобным тестом из ферментативных и 
иммуно-рецепторных. Так как образцы с 
антибиотиками группы пенициллинов составляют 
86,2 % “положительных” образцов сырьевого молока, 
быстрые тесты могут успешно применяться для 
сортировки молока на предприятиях молочной 
промышленности. 
 С целью полного внедрения метода, указанного в 
Решении ЕК (91/180/EEС), предложены подбор и 
узаконение методов идентификации ингибиторов. 
 
